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Beschreibung 

Die Erf indung betrifft die cytoplasmatische Expression von AntikOrpern, AntikOrperfragmenten und AntikOrperfrag- 
mentfusionsmolekulen in E. coli. Insbesondere ArtikOrperfragmentfusionsmolekule mit einem gegen Tumore gerichte- 
5 ten AntikOrperteil und einem eine untoxische "Prodrug" in die toxische "Drug" spaltenden Enzymteii sind so unter 
Beibehartung der jeweiligen funktionellen Eigenschaften gunstig herstellbar. 

Die Expression von AntikOrpern Oder AntikOrpertragmenten unter Erhalt ihrer arrtigenbindenden Eigenschaft 
gelang bisher in E.coli nur unter Verwendung von Signalsequenzen, die den Transport ins Periplasma steuern. Die 
Expressionsausbeuten bewegen sich bei der periplasmatischen E.coli Expression im Bereich von wenigen ug/1 Kultur- 
10 medium (Ayala et al., Bio Techniques 13, S. 790 - 799, 1992). AuBerdem sind oft ROckfaltungsversuche notwendig, urn 
funktionell aktive AntikOrperfragmente (Fab) oder Antigenbtnderegionen (sFv) zu gewinnen. 

Es bestand daher werterhin das Bedurfnis, bessere Methoden zur Expression von funktionell aktiven AntikOrpern 
bzw. AntikOrperfragmenten zu entwickeln. In Zusammenhang mit dem ADEPT Konzept (Bagshawe, Br.J. Cancer, Vol. 
60, pp 275 - 281 , 1989) sollten diese verbesserten Methoden auch auf AntikOrperfiBgmentenzyrrrfusionsmolekule, spe- 
15 ziell auf Fusionsproteine mit cytoplasmatischen Sauger- oder E.coli-Enzymen wie z. B. die E.coli p-Glucuronidase 
anwendbar sein. 

Die p-Glucuronidase von Escherichia coli ist biochemisch und genetisch gut untersucht. Das Gen (uid A) wurde 
von Jefferson et al. (PNAS Vol. 83, pp 8447 - 8451, 1986) Woniert und als Reportergen fur heterologe KorrtroHregionen 
eingesetzt. 

20 p-Glucuronidase (p-D-Glucuronisid Glucuronosohydrolase, E.C. 3.2.1.31) stellt eine saure Hydrolase dar, die die 
Spaltung von p-Glucuroniden katalysiert. Da die Sauger-Glucuronidasen intensiv untersucht wurden, sind vielerlei 
Substanzen fur histologische, spektrophotometrische sowie fluorometrische Analysen verfugbar. Neue, zusatzliche 
Bedeutung hat dieses Enzym in der Verwendung fur Fusionsproteine zur gezielten Tumortherapie erlangt. Dabei wird 
die humane Glucuronidase in Form eines Fusionsproteins mit AntikOrperiVAntikOrperfragmenten bzw. Antigenbindere- 

25 gionen verwendet (Bosslet et al., Br.J. Cancer, 65, 234 - 238, 1992). Alternate zum humanen Enzym ist auch der Ein- 
satz der homologen E.coli p-Glucuronidase mOglich. Unter anderem hat die E.coIi-p-Glucuronidase den Vorteil, daB 
ihre katalytische Aktivitat bei physiologischem pH signrf ikant hOher ist als die der humanen p-Glucuronidase. 

AntikSrperfragmentenzymfusionsmolekule konnten bisher nur periplasmatisch in E.coli exprimiert werden. Der 
dabei verwendete Enzymanteil besteht daher stets aus periplasmatischen E.coli-Enzymen wie z. B. p-Lactamase 

30 (Goshorn et al., Canc.Res. 53, 2123 - 21 17, 1993). 

Die Expression eines AntikOrperfragmentenzymfusionsmolekuls unter Verwendung eines cytoplasmatischen E.coli 
Enzyms wie der p-Glucuronidase war in funktionell aktivem Zustand, d. h. unter Beibehaltung von enzymatischer Akti- 
vitat - wie auch Antigenbindungsfahigkeit des. AntikOrperanteils - bisher nicht mOglich. Die funktionell aktive Expression 
von den meisten AntikOrpern bzw. AntikOrperfragmentmolekulen erfordert in der Regel definierte Signalsequenzen 

35 zum Export der exprimierten Molekule via endoplasmatischem Retikulum in das Kulturmedium (Animalzellen und 
Hefen) bzw. in das Periplasma (E.coli). Nur im endoplasmatischen Retikulum bzw. im Periplasma herrschen die not- 
wendigen oxidativen Bedingungen zur Ausbildung der fur die funktionelle Aktivitat wichtigen Disulfidbrucken. AuBer- 
dem ist der sekretorische Syntheseweg oft fur die korrekte dreidimensionale Fartung des exprimierten Proteins 
entscheidend. 

40 Ein bezuglich Thioredoxinreduktase defizienter E.coli Stamm, z. B. der Stamm AD 494, kann Disulfidbrucken im 
Cytoplasma ausbilden und erlaubt so die intrazelluiare Expression von naturlicherweise sekretorischen Enzymen, wie 
z. B. alkalischer Phosphatase (Derman et al, Science, Vol. 262, 1744 - 1747, 1993). 

Es wurde nun gefunden, daB sich ein Fab-Molekul wie z. B. des MAK BW 431/26 funktionell aktiv, d. h. unter Bei- 
behaltung der Antigenbindungseigenschatten in einem bezuglich Thioredoxinreduktase defizierrten E.coli Stamm cyto- 

45 plasmatisch exprimieren laBt, ebenso auch kompletter AntikOrper. 

Uberraschenderweise konnte uberdies ein AntikOrperfragmentenzymfusionsmolekul bestehend aus beispiels- 
weise dem cytoplasmatischen, nicht disulf idverbruckten E.coli-Enzym p-Glucuronidase und z. B. dem Fab BW 431/26, 
der seinerseits intramolekulare Cystinbrucken zur korrekten Faltung benOtigt (Fab BW 431/26-E.coli-p-Glucuronidase) 
im Cytoplasma exprimiert und daraus in funktioneller Form isoliert werden. Dabei war das exprimierte Molekul lOslich 

so und keine ROckfaltungsversuche notwendig. Damit erOffnen sich neue MOglichkeiten zur wirtschaftlichen Produktion 
von AntikOrpern, AntikOrperfragmenten und ArrtikOrperfragmentenzymfusionsmolekulen fur die therapeutische und dia- 
gnostische Anwendung. 

Die Erfindung betrifft daher Verfahren zur gentechnischen Expression von AntikOrpern, AntikOrperfragmenten oder 
AntikOrperfragmentfusionsmolekOlen mit cytoplasmatischen Sauger- oder E.coli-Enzymen als Fusionspartner mittels 
55 thioredoxinreduktase-def izienter E.coli Stamme und nachfolgender Isolierung der Expressionsprodukte aus dem Cyto- 
plasma. AntikOrperfragmente sind dabei bevorzugt Fab-Fragmente oder auch Antigenbinderegionen (sFv, Pluckthun 
und Skerra, Meth. Enzymol. 178, S. 497-515, 1991). Besonders bevorzugt sind schlieBlich AntikOrperfragmentenzym- 
fusionsproteine mit cytoplasmatischen E.coli-Enzymen als Fusionspartner, ganz bevorzugt mit E.coli-p-Glucuronidase 
als Fusionspartner. 
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Die folgenden Beispiele eriautem die Erf irtdung. 
Beispiel 1 

5 Konstruktion etnes dicistronischen Expressionsvektors ohne Signals equenzen 

A) Klonierung der E.coli-p-Glucuronidase aus E.coli RR1: 

Mil den Primern E.c.p Glue, for und E.c.p Glue, back wurde die fQr E.coli p-Glucuronidase kodierende DNA- 
Sequenz aus dem E.coli Stamm RR1 mittels PCR amplrfiziert und uber Xba I/Hind III in den Vektor KS Woniert (Fig. 
w 1). 

B) Klonierung von VH/CH1 und UnkerfVerbindungsstuck) MAK BW 431/26 vor E.coli-p-Glucuronidase: 

Mil den Primern Fab HC for und Fab HC back wurde aus einem vorhandenen cDNA-Konstrukt HC-hum-p-Glu- 
curonidase mittels PCR die variable Domane VH und die konstarrte Domane CH1 amplrfiziert und uber Xba l/Eco 
75 Rl in den Vektor KS Woniert (Fig. 2). Nach Verifizierung der DNA-Sequenz wurde ein Ober Xba l/Nco I Verdau 
gewonnenes DNA-Fragment in den mit Xbal/Ncol geschnittenen Vektor aus Klonierungsschrrtt A ligiert (Fig. 3). 

C) Klonierung des Fab BW 431/26 E.coli-p-Glucuronidase in pTrc 99: 

Zu der in dem Expressionsvektor pTrc99 (Amann et al, Gene 69, 301, 1988) vorhandenen leichten Kette des 
20 MAK BW 431/26 wurde ein Xba I/Hind III Fragment ligiert, das die korrespondierende schwere Kette fusioniert an 
die E.coli-p-Glucuronidase enthait (Fig. 4). Das entstandene Kbnstrukl hat die Struktur: Promotor (trc) - Shine 
Dalgarno Sequenz (SD) - VK/CK MAK BW 431/26 - SD - VH/CH1 MAK BW 431/26 - E.coli-p-Gluc. - Transskript- 
ions-Terminationssignal (Fig. 5). 

25 Beispiet 2 

Expression in AD 494 

Ubernacht-Kulturen des in Beispiel 1 beschriebenen pTrc dicistr. Fab- E.coli -p-Gluc. in AD 494 wurden 1:10 ver- 
30 dunnt und bei 25 °C bis zu einer OD^o von 0.7 inkubiert. Nach Induktion mit 1 mM IPTG for 19 - 22 Stunden wurden 
die Zellen 1 -1 ,5 Stunden auf Eis inkubiert. Nach Pelletierung und Resuspendierung der Zellen in 10 ml PBS, pH 7,2 pro 
Liter Kulturvolumen in der French Press bei 1000 - 1500 Psi aufgebrochen. Der Zellaufbruch wurde bei 20.000 rpm im 
SS-34 Rotor geWart und der Uberstand fur die weiteren Untersuchungen eingesetzt. 

35 Beispiel 3 

Affinitatschromatographische Reinigung des FusionsmolekOls 

Der uber 2 Filter geWarte Zellaufbruchsuberstand wurde uber die Bindung des Fusionsproteins an einen antii- 
40 diotypischen monoklonalen AntikOrper (BW 2064(34) atfinitatschromatographisch gereinigt (6 mg MAK/ml CnBr-akti- 
vierter Sepharose 4B). Das an die Affinrtatssaule gebundene Fusionsprotein wurde uber pH-Wert Shift (pH 7,2 - pH 
5,0) eluiert. Mittels Ultrafiltration erfolgte anschlieBend die Konzentrierung des Eluats (Filtron Macrosep. Omega 
NMWL:30 KD). Im SDS-PAGE wurden Zellaufbruchuberstand, DurchfluG, ankonzentriertes Eluat und Filtrat der Ultra- 
filtration analysiert. Die bei etwa 97 KD auftretende Bande entspricht molekulargewichtsma3ig dem erwarteten Fusi- 
45 onsprotein aus dem Schwerkettenanteil des ArrtikOrpers und der E.coli Glucuronidase. Die bei etwa 70 KD auftretende 
Bande reprasentiert endogene p-Glucuronidase, die uber die Bildung von Heterotetrameren (s. u.) zwischen exprimier- 
ter schwerer Kette/p- Glucuronidase und endogener p-Glucuronidase bei der Affinitats-chromatographie mitgereinigt 
worden ist. 

so Beispiel 4 

TSK-3000 Gelchromatographie 

In der TSK 3000 Gelchromatographie wurde das native MolekOI untersucht und das Molekulargewicht mit 450 KD 
55 bestimmt. Da die Glucuronidase im nativen Zustand ein Tetramer bildet, entspricht das beobachtete dem theoretisch 
zu erwartenden Molekulargewicht. Im folgenden wird dieser Schritt im einzelnen beschrieben. 

Von einem uber Antiidiotyp affinitatsgereinigtem Fusionsprotein wurden 400 ng in 25 ^l auf einer TSK Gel G 3000 
SW XL Saule (TOSO HAAS, Best. Nr. 3.5WxN321 1 , 7,8 mm x 300 mm) in einem geeigneten Laufmittel (PBS, pH 7,2, 
5 g/l Maltose, 4,2 g/l Arginin) mit einer FluGrate von 0,5 ml/min. chromatographiert. Die Merck Hitachi HPLC-Anlage (L- 
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400 UV-Detektor, L-6210 Intelligent pump, D-2500 Chromato-lntegrator) wurde mit etwa 20 bar betrieben. die optische 
Dichte des Eluats wurde bei 280 nm bestirrtmt und mittels eines LKB 21 1 1 Multisac Fraktionssammlers 0,5 mi Fraktio- 
nen gesammelt die anschlieBend im Spezrfrtatsenzyrraktivrtatstest (Beispiel 5) einer Analyse unterworfen wurden. 
Das Experiment ist in Fig. 6 dargestellt Basierend auf den mittels Pfeilen markierten Molekulargewichtspositionen von 
s Eichproteinen kann gefolgert werden, daB das funktionell aktive Fab-E.coli-0-Glucuronidase Fusionsprotein ein Mde- 
kulargewicht von etwa 450 KD besitzt 

Beispiel 5 

w Nachweis der Antigenbindungseigenschaften und der enzymatischen Aktivrtat 

Die Fahigkeit des Fab-E.coli-0-Glucuronidase Fusionsproteins spezif isch an das durch den MAK 431/26 def inierte 
Epitop auf CEA (Carcino Embryonales Antigen) zu binden und gleichzertig die enzymatische Aktivitat der p-Glucuroni- 
dase auszuuben, wurde in einem Spezifitats-Enzymaktivitatstest gezeigt (EP-A-0 501 215 A2, Beispiel J). Der Test 
15 bestimmt die Freisetzung von 4-MethylumbelIiferon aus 4-Methylumbelliferyl-p-Glucuronid durch den p-Glucuronidase- 
anteil des Fusionsproteins, nachdem das Fusionsprotein uber den Fab-Anteil an das Antigen gebunden ist. Die erm'rt- 
telten Fluoreszenzwerte werden als relative Fluoreszenzeinheiten (FE) angegeben (Tab. 1). Der Test zeigt eine 
signifikante Methyl umbel liferon Freisetzung durch das Fusionsprotein bei den mit CEA beschichteten Platten. 

Als Kontrolle dienten mit PEM (polymorphic epithelial mucin) beschichteten Platten. Das Fluoreszenzsignal war 
20 dort stets Weiner 30 FE. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur gentechnischen Expression von AntikOrpern, AntikOrperfragmenten Oder AntikOrperfragmentenzym- 
40 fusionsmolekulen mit cytoplasmatischen Sauger- Oder E.coli Enzymen als Fusionspartner, dadurch gekennzeich- 

net, daB Thioredoxinreduktase defiziertte E.coli Stamme eingesetzt werden und die Expressionsprodukte aus dem 
Cytoplasma isoliert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB Fab-Fragmente Oder Antigenbinderegionen (sFv) expri- 
45 miert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Arrtikfirperfragmentenzymfusionsmolekul im Anti- 
kdrperteil gegen Tumorzellen gerichtet ist und der Enzymteil in der Lage ist. untoxische "Prodrugs" in toxische 
"Drugs" zu spalten. 

50 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der AntikOrperteil humanisiert wurde und der Enzymteil 
ein humanes cytoplasmatisches Enzym ist. 

5. Antikerperfragmentenzymfusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, daB E.coli-p-Glucuronidase Fusionspartner ist. 

55 

6. Gen codierend fur ein Fusionsprotein nach Anspruch 5. 
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FIG.1 



Ejc. p-Gluc for. 5' AAG CTT TCA TTG TTT GCC TCC CTG CTG CGG 3' 
E.c. 0-Gluc back: 5' TCT AGA CCA TGG TAC GTC CTG TAC AAA CCC CA 3' 



XbalK Bam HI 

Ncol^s I 




Hind III 



PCR ♦ Klonierung in KS 
Bam HI 
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FIG. 2 



Fab HC for: 5' GAA TTC CAT GGA ACC AGA ACC AG A ACC GAG CTC AAC TC T N2 

li nk 

CTT GTC CAC CTT GGT GTT 3 ' 
C H 1 
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FIG.3 




Hind III 
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FIG.A 

Bam HI 




Hind III 
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431/26 hum dicistr. Fab/ E.c.Q- Glucuronidase in pTrc 99 



Ncol 



Xbal 



Pstl 



FIG.5a 



on 




Bam HI 



Ncol 



1 CC ATG GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC AGC GTG GGT GAC AGA 

l>Mel Asp lie Gin Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg N5 



60 GTG ACC ATC ACC TGT ACT ACC AGC TCG ACT GTA ACT TAC ATG CAC TCC TAG CAG CAG AAG 

20>Val Thr lie Thr Cys Ser Thr Ser Ser Ser Val Ser Tyr Mel His Trp Tyr Gin Gin Lys 

120 CCA GGT AAG GCT CCA AAG CTG CTG ATC TAC AGC ACA TCC AAC CTC CCT TCT GGT GTG CCA VK 

40>Pro Gly Lys At a Pro Lys Leu Leu lie Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro 



180 AGC AGA TTC AGC GGT AGC GGT AGC GGT ACC GAC TTC ACC TTC ACC ATC AGC AGC CTC CAG 
60^ Ser Arg Pho Ser Gly Ser Gly Sor Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr lie Ser Ser Leu Gin 



240 CCA GAG GAC ATC GCC ACC TAC TAC TGC CAT CAG TGG ACT AGT TAT CCC ACG TTC GGC CAA 
80>Pro Glu Asp lie Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gin Trp Ser Sor Tyr Pro Thr Phe Gl y GJ n 



300 GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA CGT ACT GTG GCT GCA CCA TCT GTC TTC ATC TTC CCG CCA 

100>Gly Thr Lys Val Glu lie Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro. 

360 TCT GAT GAG CAG TTG AAA TCT GGA ACT GCC TCT GTT GTG TGC CTG CTG AAT AAC TTC TAT 

120^ Sor Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Lou Asn Asn Pho Tyr 

420 CCC AGA GAG GCC AAA GTA CAG TGG AAG GTG GAT AAC GCC CTC CAA TCG GGT AAC TCC CAG CK 

140>Pro Arg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin 



480 GAG AGT GTC ACA GAG CAG GAC AGC AAG GAC AGC ACC TAC AGC CTC AGC AGC ACC CTG ACG 
160>Glu Ser Val Thr Gl u Gl n Asp Sor Lys Asp Sor Thr Tyr Sor Leu Sor Sor Thr Lou Thr 



540 CTG AGC AAA GCA GAC TAC GAG AAA CAC AAA GTC TAC GCC TGC GAA GTC ACC CAT CAG GGC 
180>Lou Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr Hi s Gl n Gl y 

Xbal 

600 CTG AGC TCG CCC GTC ACA AAG AGC TTC AAC AGG GGA GAG TGT TAG TCTAGATAACGAGGGCAAA 
200> Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Sor Phe Asn Arg Gly Glu Cys •*• 



Pstl 

664 AA ATG GAG GTC CAA CTG CAG GAG AGC GGT CCA GGT CTT GTG AGA CCT AGC CAG ACC CTG 
l>Mot Glu Val Qn Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro Ser Gin Thr Leu 



9 



EP0 737 747A2 



FIG. 5b 



723 fiCC CTG ACC TOC ACC CTC TCT GGC TTC ACC ATC ACC AGT CCT TAT AOC TOG CAC TGG GTG 
20 ► Sor Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Pho Thr lie Sor Sor Q y Tyr Sor Trp His Trp Val 



783 AGA CAG CCA CCT GGA CGA OCT CTT GAG TOG ATT GGA TAC ATA CAG TAC ACT GGT ATC ACT 
40>Arg On Pro Pro Qy Arg Gly Leu Q u Trp Me Gly Tyr Me Gin Tyr Ser Gly lie Thr 



843 AAC TAC AAC CCC TCT CTC AAA ACT AGA GTG ACA ATC CTG GTA GAC ACC AGC AAG AAC CAG 
60>Asn Tyr Asn Pro Ser Lou Lys Ser Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin 



903 TTC AGC CTG AGA CTC AGC AGC GTG ACA GCC GCC GAC ACC COG CTC TAT TAT TGT CCA AGA 
60>Phe Ser Leu Arg Leu Sor Ser Vat Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 



963 GAA GAC TAT GAT TAC CAC TOG TAC TTC GAT CTC TGG GGT CAA GGC AGC CTC GTC ACA CTC 
100>Qu Asp Tyr Asp Tyr His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gin Gly Ser Leu Val Thr Val 



1023 ACA GTC TCC TCA GCT TCC ACC AAG GGC CCA TOG GTC TTC CCC CTG GCG CCC TGC TCC AGG 
120>Thr Val Ser Ser Ala Sor Thr Lys Qy Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg 



1083 AGC ACC TCT GGC GGC ACA GCG GCC CTC GGC TGC CTG GTC AAG GAC TAC TTC CCC GAA CCC 
140> Ser Thr Ser Gl y Gl y Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro GJ u Pro 



1143 GTG ACC GTG TCC TGG AAC TCA GCC GCC CTG ACC AGC GGC GTG CAC ACC TTC CCC GCT GTC 
160>Val Thr Val Ser Trp Asn Sor Qy Ala Leu Thr Ser Qy Val His Thr Phe Pro Ala Val 



1203 CTA CAG TCC TCA GGA CTC TAC TCC CTC AGC AGC GTG GTG ACC GTG CCC TCC AGC AGC TTG 
180>Leu Gin Ser Sor Gly Leu Tyr Ser Lou Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu 



1263 GGC ACC CAG ACC TAC ACC TGC AAC GTG AAT CAC AAG CCC AGC AAC ACC AAG GTG GAC AAG 

200>Qy Thr Gin Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

link 

SacI Ncol 

1323 AGA GTT GAG CTC GGT TCT GGT TCT CGT TCC ATG GTA CGT CCT GTA GAA ACC CCA ACC OCT 

220>Arg Val GJ u Leu Gl y Ser Gly Ser Qy Ser Met Val Arg Pro Val Gl u Thr Pro Thr A fg 

1383 GAA ATC AAA AAA CTC GAC GGC CTG TGG CCA TTC AGT CTG GAT CCC GAA AAC TGT GGA ATT 

240>Qu Me Lys Lys Lou Asp Qy Leu Trp Ala Phe Ser Leu Asp A rg Gl u Asn Cys Gly Me 



1443 GAT CAG CGT TGG TGG GAA AGC GCG TTA CAA GAA AGC CGG CCA ATT GCT GTG CCA GGC ACT 
260>Asp Gin Arg Trp Trp Qu Ser Ala Leu Gin Gl u Ser Arg Ala Me Ala Val Pro Gly Ser 



1503 TTT AAC GAT CAG TTC GCC GAT GCA GAT ATT CGT AAT TAT GCC GGC AAC GTC TCC TAT CAC 
280>Phe Asn Asp Gin Phe Ala Asp Ala Asp Me Arg Asn Tyr Ala Qy Asn Val Trp Tyr Gin E.C. p-GluC 



1563 CCC GAA GTC TTT ATA CCG AAA GGT TGG GCA GGC CAG OCT ATC GTG CTG CGT TTC CAT GCG 
300>Arg Qu Val Pho Me Pro Lys Gly Trp Ala Qy Gin Arg Me Val Leu Arg Phe Asp Ala 



1623 GTC ACT CAT TAC GGC AAA GTG TGG CTC AAT AAT CAG GAA GTG ATG GAG CAT CAG GGC GGC 
320>Val Thr His Tyr Qy Lys Val Trp Val Asn Asn Gin Qu Val Met Qu His Qn Gly Gly 



1683 TAT ACG CCA TTT GAA GCC GAT GTC ACG CCG TAT GTT ATT GCC GGG AAA AGT GTA CGT ATC 
340>Tyr Thr Pro Phe Qu Ala Asp Val Thr Pro Tyr Val Me Ala Qy Lys Ser Val Arg Me 



1743 ACC GTT TGT GTG AAC AAC GAA CTG AAC TGG CAG ACT ATC CCG CCG GGA ATG GTG ATT ACC 
360>Thr Val Cys Val Asn Asn Qu Leu Asn Trp Q n Thr Me Pro Pro Qy Mot Val Me Thr 



BamHf 

1803 GAC GAA AAC GGC AAG AAA AAG CAG TCT TAC TTC CAT AAT TTC TTT AAC TAT GCC GGG ATC 
380>Asp Qu Asn Qy Lys Lys Lys Qn Ser Tyr Pho His Asn Phe Phe Asn Tyr Ala Qy Me 



1863 CAT CCC AGC GTA ATC CTC TAC ACC ACG CCG AAC ACC TGG GTC GAC GAT ATC ACC GTC GTG 
400>Hls Arg Ser Val Mel Leu Tyr Thr Thr Pro Asn Thr Trp Val Asp Asp Me Thr Val Val 



1923 ACG CAT GTC GCG CAA GAC TCT AAC CAC CCG TCT GTT CAC TCC CAG GTC GTC GCC AAT GGT 
420>Thr His Val Ala Qn Asp Cys Asn His Ala Ser Val Asp Trp Qn Val Val Ala Asn Qy 
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FIG. 5c 



1983 GAT GTC AGC GTT CAA CTG CCT GAT GOG GAT CAA CAG GTG GTT GCA ACT GGA CAA CGC ACT 
440>Asp Val Sor Val Gl u Leu Arg Asp Ala Asp dn Gin Val Val Ala Thr Gly Qn Qy Tnr 



2043 AGC CGG ACT TTG CAA GTG GTG AAT COG CAC CTC TOG CAA COG CCT GAA CCT TAT CTC TAT 
460* Sor ay Thr Leu Gin Val Val Asn Pro His Leu Trp GJn Pro Gly Qu Gly Tyr Leu Tyr 



2103 GAA CTG TGC GTC ACA GCC AAA AGC CAG ACA GAG TGT GAT ATC TAC COG CTT CGC GTC GGC 
4B0>Glu Leu Cys Val Thr Ala Lys Ser Gin Thr Qu Cys Asp lie Tyr Pro Leu Arg Val Gly 



2163 ATC CGG TCA GIG GCA GTG AAG GGC GAA CAG TTC CTG ATT AAC CAC AAA COS TTC TAC TTT 
500>lle Arg Ser Val Ala Val Lys Gly Gl u Gin Phe Leu He Asn His Lys Pro Phe Tyr Phe 



2223 ACT GGC TTT GGT CGT CAT GAA GAT GOG GAC TTA CGT GGC AAA GGA TTC GAT AAC GTG CTG 
520>Thr Qy Phe Gl y A rg His Gl u Asp Ala Asp Leu Arg Gly Lys Gly Phe Asp Asn Val Leu 



22B3 ATG GTG CAC GAC CAC GCA TTA ATG GAC TGG ATT GGG GCC AAC TCC TAC CGT ACC TOG CAT 
540^Mel Vai His Asp His Ala Lou Mot Asp Trp Me Gly Ala Asn Ser Tyr Arg Thr Ser His 



2343 TAC CCT TAC GCT GAA GAG ATG CTC GAC TGG GCA GAT GAA CAT GGC ATC GTG GTG ATT GAT 
560>Tyr Pro Tyr Al a Gl u Gl u Mol Leu Asp Trp Ala Asp Glu His Qy lie Val Val lie Asp 



2403 GAA ACT GCT GCT GTC GGC TTT AAC CTC TCT TTA GGC ATT GGT TTC GAA GCG GGC AAC AAG 

5B0>G!u Thr Ala Ala Val Gly Phe Asn Leu Sor Leu Qy lie Gly Phe Glu Ala Gly Asn Lys 

2463 CCG AAA GAA CTG TAC AGC GAA GAG GCA GTC AAC GGG GAA ACT CAG CAA GCG CAC TTA CAG 

600>Pro Lys Glu Leu Tyr Ser a u Gl u Al.a Val Asn Gly Giu Thr Gin Qn Ala His Leu Gin 



2523 GCG ATT AAA CAG CTG ATA GCG CGT GAC AAA AAC CAC CCA AGC GTG GTG ATG TGG AGT ATT 

620>Ala lie Lys Glu Leu 1 1 e Al a Arg Asp Lys Asn His Pro Ser Val Val Met Trp Ser He 

2583 GCC AAC GAA CCG GAT ACC CGT CCG CAA GGT GCA CGG GAA TAT TTC GCG CCA CTG GCG GAA 

640>Ala Asn Glu Pro Asp Thr Arg Pro Gin Qy Ala Arg Glu Tyr Phe Ala Pro Leu Ala Qu 

2643 GCA ACG CGT AAA CTC GAC CCG ACC CGT CCG ATC ACC TGC GTC AAT GTA ATG TTC TGC GAC 

660>Ala Thr Arg Lys Lou Asp Pro Thr Arg Pro He Thr Cys Val Asn Val Mot Phe Cys Asp 

2703 GCT CAC ACC GAT ACC ATC AGC GAT CTC TTT GAT GTG CTG TGC CTG AAC CGT TAT TAC GGA 

680>AIa His Thr Asp Thr lie Ser Asp Leu Phe Asp Val Leu Cys Leu Asn Arg Tyr Tyr ay 

2763 TGG TAT GTC CAA AGC GGC GAT TTG GAA ACG GCA GAG AAG GTA CTG GAA AAA GAA CTT CTG 

7Q0> Trp Tyr Val a n Ser Gly Asp Leu Qu Thr Ala Glu Lys Val Leu Glu Lys Glu Leu Leu 

2823 GCC TGG CAG GAG AAA CTG CAT CAG CCG ATT ATC ATC ACC GAA TAC GGC GTG GAT ACG TTA 

720>Ata Trp Qn Qu Lys Leu His an Pro lie He lie Thr a u Tyr ay Val Asp Thr Leu 

2883 GCC GGG CTG CAC TCA ATG TAC ACC GAC ATG TGG AGT GAA GAG TAT CAG TGT GCA TGG CTG 

740>Ala ay Leu His Ser Met Tyr Thr Asp Met Trp Ser Glu Giu Tyr an Cys Ala Trp Leu 

2943 GAT ATG TAT CAC CGC GTC TTT GAT CGC GTC AGC GCC GTC GTC GGT GAA CAG GTA TGG AAT 

760>Asp Mel Tyr His Arg Val Phe Asp Arg Val Ser Ala Val Val ay Glu an Val Trp Asn 



3003 TTC GCC GAT TTT GCG ACC TCG CAA GGC ATA TTG CGC GTT GGC GGT AAC AAG AAA GGG ATC 

780>Phe Ala Asp Phe Ala Thr Ser a n Gl y He Leu Arg Val ay ay Asn Lys Lys ay lie 

3063 TTC ACT CGC GAC CGC AAA CCG AAG TCG GCG GCT TTT CTG CTG CAA AAA CGC TGG ACT GGC 

800> Phe Thr Arg Asp Arg Lys Pro Lys Ser Ala Ala Phe Leu Leu Gin Lys Arg Trp Thr ay 



Hindill 

3123 ATG AAC TTC GGT GAA AAA CCG CAG CAG GGA GGC AAA CAA TGA AGCTT 
820>Met Asn Phe a y a u Lys Pro a n a n a y a y Lys On 
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TSK-3000 Gelchromatographie. Retentionszeit des Fusionsproteins 1 

AiThyroglobulin 670.000 KD 

B: Gamma -Globulin 158.000 KD 

C: Ovalbumin U.000 KD 

D: Myoglobulin 17.000 KD 

E'. Vitamin B-12 1.350 KD 
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